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燐酸モノ，エスアラーゼのヂペプチドによる賦活
千葉大学医学部医化学教室く主任裁松茂教授〉
麻生芳郎 
<'l YOSI-IIRO ASO 
ず
アミノ酸による燐酸モノエステラ{ゼの活性増加1並に抑制効果に関ナる諸家2〉，べへの実験
段，粗製酵素乃至ホロ酵素につhて行われたゆえに，その:機作に関しては結論に注しないま L
遁ぎたが，アポ酵素の分離， ヒA チ:/:/，続いて~般アミノ酸の補酵素作用の発見陀より明か
と怒り，さらに，ホロ酵素の生成並にその不活性化反応も理論的に解析せられたり， Z〉。この賦
活並に阻害様式をー唐詳細に知るため，アミノ酸に代りヂペプチド(グリシル・グリシン，
グリシル・アスパラギン，グリシル・チロジン及び、カルノシン〉を用いた成績を報告するO
実，験 

基質 パラ=トロフェノ-)レ憐酸 y-夕、

供試ヂペプチド 

カJレ、ノシシ
主として w.Gulewitsh5)及びR.Krimbergりの
記載に従ぃ，とれに多少の改良を地し，馬肉よ P抽
出せられた。
踏砕したあ新鮮馬肉くM.gIutaeus) 3 kgを 10L
の水を以て3闘に分ち 80，-，900で加熱抽出し，抽出
液を合して漉過し，穂波を 10分の 1に濃縮ナる。
とれに 20%塩基性酢酸鉛を沈澱発生の止む迄加え
く約 200ml)，1M炭酸 y-JZ"を以で注意深〈中和し
たる後〈約 200m!)，加温漉遁，鴻液に硫化*棄を
題じ鉛を除き，穂波を約 800mIに濃縮ナミ5。とれ
を5%硫強酸性とし， 20%燐タングステシ酸を沈
澱発生が殆ど止む迄加えあ。沈澱をと ri，2%硫酸
で 2回洗糠後，字L鉢に入れ飽和パリット水で充分混
和し，強滴性の主主 1昼夜放置して糠過し，玄た沈
澱は稀パリット水を以で2回洗蘇し，穂波と・沈澱洗
糠液を合ぜ，液中の Baを炭酸ガスにより除〈。と
の鴻液を硝酸で pH7とした後約2分の 1容に濃縮
'し，主ず 40%硝酸銀を添加しく硝酸銀添加液を鴻
紙上にとり，之が 1滴の飽和パリット水により縄変
ナるに至る迄)， 発生した沈搬を除き， ヨたいで飽和
ノず りット水を以てアルカ P性くpH10)とし，生ず
る沈澱をとれ直に水と混和しつつ， 1N硫酸を加
えて約 pH2とし，硫化水素を遁じ銀を， また飽和
ノ-:9ット*を加えて硫酸を完全に除き，穂液を濃縮
乾固せしあ，0;量の7](に溶解後，純アノレコ-)レを祐
被発生の起忍迄加え，氷室に放置すれば無色針状の
結晶が得られる。
牧量 約 0.7g 融点 2400(毎修正〉
分析 N;理論値24.3'%，実測値24.2%
グリシJレ・グリシ ν 融点 2050
グリシノレ・アニぇベラギン 融点 1320 . 
グリシノレ・ナロジν く+2H20) 高i~点 1100 
くSintern)
アポ階棄の調製法，試験液組成，実験条件く特に
記載のな，，~浪り)，水解度の測定法は，前報の湿りで
ある。生成ホロ酵素活性皮は，実験毎・陀行った終濃
度 1.25 X10-4M ヒスナジνによ-o場合の基質水解
度を基準とじ， ζ れを 1~00 としで算出したロ基質の
*解は 1時間までは直線的に靖加ナるから，活性廃
計算は前報のように簡単であ否。賦活剤濃度とアポ
酵素活性化度との国係を示ナ pA-Activity曲繰に
ついでは前報を参照せられたい。
ベ パー・クロマトグラフイの展開時の溶媒は，F
ブタノ-)レ 4:氷酷 1:*2，曇色は 0.2%:.シヒ}々
リン・プタノ戸Jレく*飽和〉務液を以で行った。室、
たヒスチジン墨色反応は，小山聞の方法8)によっ
た。
成 鏡 
よるホf:の稽酵素作聞とその過剰Fヂベプチ 1. 
ロ酵素阻害 
Mg+tとヂペプチドを添加しでアポ酵素の活性化
を検ナると，との混液中のホロ酵素生成が時間的に
1.0 
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第 1表 前放置時間と生成ホロ酵素活性度 第 I図
一一一一~ー 前放置時倍1 n 1~n;~ I~n.~ I日夜一一一1 0 1307J-160分 1120分
 
s-alanine 1x 10-:!M I必 I I.75 I1必-
glycine 1x10-3M I 
 1.00 I1.00 I1.00 
asp町 agine2X10-3M.1 
glycyl glycin1ex10-3M l 
gIycyl tyros5ine10-4zbI× .40 
glycylaspar2axgi1n0e-8EI .33 
.60 I1.00 I1.00 
.91 I1:00 I1.00 
.72 
.74 .88I1.00 
〉 戸  
υ4  
8 4 1 L r L E
5 4 3 
2---PA 
長 1.25X 10-4M histidin.eによる活性化酵素の活
性度を 1.00とナる。前放置時間 60分。
実験は，移釈アポ酵素 1ml，pH 9 Veronal緩街
波 2mI，:rvI/20 Mg Cl2 1ml，賦活剤 1ml，蒸流*3 
mI混液を前放置後， M/ωp-Nitro phenoI phop-
hate 2mlを添加ナる。
主主捗し，活性化最大に，且，ホロ酵素生成による基
質*併が 60分間直線的となるに所要なる時間がヂ
ベプナドの種類によ D 異~く第 1 表〉。供試アポ酵
素液は，実際上ヂベプナグーぞを合主ない。
アボ酵素液※ 1ml 
M/jQヂベプチ y諮液 1mI 
M/10 pH 8ペロナール綾街液 1ml 
※酵素カは，次にのべミ 5活性化実験よ Pも 
10倍濃厚でるる。
との混液を 48時間 370 に放置した後.ベーベ ・F
クロマト法によって遊離アミノ酸の検出を試みたが
ヂペプチド以外の xポットは認められなかった。も
しこのヂペフ。チドが供試アポ酵素に混在ナるヂベプ
チグ F ぞにより*解される反応が並発ナると，生成
アミノ酸による活性化が累加されて反応の解析が不
能となるでるろう。勿論，酵素液としで，豚腎自家
消化液告と用いると， 2時間後に， 水解アミノ酸に相
当ナる (glycylgIycine: glycine; glycyl asparagi-
ne: glycine，aS1Jaragine; glycyl tyrosIne: glyci-
ne，tyrosine)著明なスポットが出現した。
諸濃度のグ PシJレ・グリシシ，グ Pシル・アスパ
ラギシ，グリシル・チロジνによるアポ酵素賦活を
第 2表と第I図とに示ナ。
備グリシシ，ァ.スベラギνについてもその鵠酵素
能を検し，同じ〈表記ぐ第 3表)，図示〈第I図〉
した。 
アポ酵素，ヂペプチド主たはアミノ酸， Mg件混
液を 370に前放置したる時間は，第1表の成績に基
いた。表*のアミノ酸，ヂペプチドの濃度は基質液
を加えた後の終濃度であお。 
u.カルJシンの補酵素作用とその損剰による阻
害
供試アポ酵素液は，また失に示すようにカルノシ
ナ F ぜを含まない。 
fi. アポ酵素液-;f O.5mI 
:rvl/W ガルノシシ溶液 1.0mI 
:rvI/lOpH9州ベロナ -Jレ緩街液 O.5ml 
M/40 Mg C12 O.5ml 
~;i酵素カは，活性化実験に於るよ P も 10 倍強力であ
る。
保持アポ酵素賦活試験 pH。 
B. アルペJレλ腎粉末法制特 O.5ml 
M/Wカルノシシ溶液 1.0ml 
:rvVlOpH7.5・M 梢ペロナール緩衝液 1.0ml 
袋持脅酵素カは， 活性化実験に於るよ Pも50倍強力で
る~。
時制カyレノシナーゼ至適 pH。 
AまたB混液を 370 に保ち，96時間並びに 144時
間後，除蛋白してヒ主主チジジ曇色反応を行ったが，
遊離ヒスナジシは検出ぜられず，主たベ』パ戸・ク
ロマト法によっても遊離ヒ.Aチジン及び予アラニシ
の生成は認められなかった。しかし，¥酵素液として
豚腎自家消化液を用いた揚合: 
C. 豚腎自家消化液 1.0mI 
M/50カルノシ ν溶液 1.0mI 
M/tO pH7.5ペロナーJレ緩街液 1.0mI 
ヒエぇチジシ墨色反応によっでは， 48時間後四%， 
96時間後， 40%の水解を証明し，との*解は，ベ
ーパ戸'クロマト法によっても著明な Pアラ=シ及
びヒスチジンの.スホーットとして認占うられた。
カノレノシシの揚合にも， とれをアポ酵素と Mgt+
と混じて放置ナ~時間と共に生成ホロ酵素量が暫加
し， 120分にで活性化上限に達し，且，とのホロ酵
素作用による基質水解は 60分内は直続、的に噌加し，
三・回 ." 
品-118ー 千葉医学会雑誌 第 29巻 
1・
第 2表， ヂベプナ，ドによるアポ酵素の賦活〈基質添加 60分後の既光係数噌加〉
ヂベプチ ド 
MlM l MlMlM〈前放置〉 日雨漏毘o.!106o I加。|耐181刷協同調而団副l 
¥..L，c，V/Jソl 4 
0.20 
0.13 
0.11 
0.15 
0.10 
0.08 
0.10 
0.08 
0.06 
0.26 
0.25 
0.25 
J'， ノ
滞 3表 アミノ酸によ与アポ酵素の賦活く基質添加60分後の吸光係数噌加〉 
s-aアlan(ne放置ノ〉ー¥附酸.i前ミ α 1|
¥ aglsypcairnaegirlb く〈3600分牙~'I 
〉 MiB 
1 1 I~引 02310Mlo列。「 0081003，' 
020 I 0.22 I 0.24 I 0.24 I 0.22 I 0.18 I 0.08， 
長 1.25X 10-4:Mhistidineで 100%活性化せるもの。前放置時間 60分。表中の数値Eは，実測Eにより
アポ酵素に Mgt+のみを加えた場合に示ナE噌加 (60分 0.03)を引いたものである。
第 4表 カルノジシによる生成ホロ酵素活性皮
と前放置時間 く第E図〉 
前敢置時間〈分〉 E
1.0 'カルソシシ|測定時|
終濃度I(分)1 o 30 120 240 お…//~ミ
M 
50 
M 
250 
M 
10'00 
30 .18 ，2+2 + 声tlANINE 兵失片 
4 
.22 
.6/¥
60 
30 、 .09 .33 .62 .50発
.18， .44 1 〉ト 60 
30 
:> 
ト.712.18.09 
.29 .36 
.8長 y 
ノ
〈
υ 
60 
4 
.00 .04 
40B0f 0 
.5発4 
.06 .16 
.50I1:
帯水解が直線的に帯加し， 30分， 60分値共，同ー
の活性度を与える。
、
第 5表 諸濃度カルノシシによるアポ酵素賦活? 
30分E 
60分E 0.24 
者実験は，稀釈アポ酵素 1ml， 諸濃度カルノシシ諮・液く表中D濃度は絡濃度である)lml，lほ/20MgC12 
1mI，pH 9 Veronal' 緩街、液~ml，及び蒸涜*3ml の混液を 37 0 ， 120分加温後，基質 M/削 P司 nit士ophen_ 
01 phosphate 2 mlを加えあ。 表中の数値Eは，実測Eよりアポ酵素に Mgt+のみを添加した場合に示
ナ水解値く30分E0.015，60.分E0.03)を引いたものである。.
梢上記検波組成中， カノレノシンのftc;vに 1.25XlO-3M ヒ.スチジνを添加したもので 10.0%活性化せら
れでい否。基質添加前放置時聞は 60分である。 
/ 
:JI." a 
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h 第 6表	 カルアジシによるホロ酵素の阻害特 能は蓬かに劣-50
| カルグシシ終議麗くM/l)一 者按
測
ー
定時 lrlU1内×川似104竺三 燐酸モノエユテラーゼ II(アルカリ性フ才スブア
お分E10.135 I0.125.1 0.10 1 0.08 1 0.05 ターぜ〉のアポ酵素は， 1原子Mgl-t及び 3分子ヒ
6051E10.27 I0.24 0.10 九ナジシまたは 2分子他種プミノ'酸或はヒ只タミシ
持検、法は， 稀釈アボ酵素 1m1，1.25X10-3M ヒエえ
と可逆的に結合しホロ酵素を生成し酵素活性を曇ナ
r 	 チジシ 1ml，M/'."!.O MgCl!)' 1ml;' pH9 Veronal緩
るo もし，とれらのアミノ酸が過剰に存ナミ5とき
衝液 2mI，蒸流水 2mI及び諸濃度カルノシシ溶 は，ホロ酵素はさらにそれ撃の 2分子と結合し不活
液 1mIを 370，60分放置後， .M/400 p-nitrophenol 性化ずる1)， 3)0' との成績に号i続きヂペプチ1-"と，し
phosphete 2mlを加え，計 10m!と て，グリシル・グリシン，グ Pシル・ァ.スベラギン
及びダリシル・チロジンを供しその補酵素作用を検 	，5;忍
制上記検液中カノレノシジを蒸流水とぜるもので 
Activityは1.00である。 したが， ζれらも， アポ酵素を賦活し.， .主た， 高
濃度の添加により生成ホロ酵素を阻損するが，その 
一定の活性皮を与えるととが知られた。く第4表〉。 pA-Activi.ty曲線は上昇， 下降許I~共， 1次S型曲線
従って，カルメシシによるアポ酵素賦活試験に於て であった故，ヂベプナF'は，その 1分子がアポ酵素
はとの混液を総で120分放置して行ったく第 5表〉。 主結合してホロ I酵素を生成し， ホロ酵素にさらに 1
ζの成績を図示した第1I図の pA-Actjvity曲線を 分子が結合すれば不活性化すると云ぃ得ょう。
見ると，カルノシシ濃度の噌加〈従って pAの減少〉 天然ヂペプチドとして知られたるカルノシンは，
ど共に上昇ずる 1*S型曲線は， pA3にで活性度 ヒ九チジνのPアラ =Jレ体たる点が興味を悲〈問題
約 75%の上限に達し，ヨたいで、1次 S型の下降曲隷 であるが，カルノシシも明かに補酵素作用を示し，
となっている。	 その高濃度の添加は生成ホロ酵素を抑制ナる。その 
また，供試アポ酵素を， 1.25X 10-4M ヒスチジン pA-Activity曲線仇最大値の両側に於.'c:1炎S型
と5X 10-3M Mg++とにより 100%活性化し，ホロ 曲線を示している故，カルノシンも正常ヂ、ベプチド
酵素としたるものに， lxlO-3，..，1O-2M に亘る諸濃 と同様にその 1分子が， Mgltの存在に於でアポ酵
度のカJレノシンを添加し，生成ホロ酵素に対ナるカ 素と結合してホロ酵素を生成するととを推定ぜし
ルノシンの作用を検した。ホロ酵素作用はカルノシ めQ。ゆえに， ヒスナジシが3分子を以て，金た一
ν濃度噌加に伴ν、強〈抑制せられ(第6表)，との関 般アミノ酸が2分子を以て，ホロ酵素を生成するこ
係を pA-Activity曲線として示せばく第 I図)，カ とと異ってい答。また生成ホロ酵素がアミノ酸2分
ルノミシは， アポ酵素の活性化がヒステジ・シたる 子ーと結合して不活性化ナるに対し， IE常ヂペプチド
と，カルノシレたるとを問わず，高濃度にては相等 並にカルノシンでは，その 1分子と結合する点も異
しくホロ酵素を阻害ナるを知る。 つでいる。 F
カルノシシに関聯しで， ß ァラ=~によるアポ酵 備， .sアラ =ν も補酵素作用を示すが，最大前』陛
素活性化を検した成績は，第 2表に示しである。そ 化には，おアミノ酸に較べ可成P高濃度を要した。
の pA-Activity曲線く第I図〉の位置から知られ カJレノシシの補酵素作用はヒスチジシより弱<. 
るように， sアラニシによる至適活性化濃度は 1X Rアラ子ユシよりは強い。
10-2M で，ルアミノi捜の場合に較べ，その補酵素
総 括r
1) カノレノシン 1分子は Mg持の存在に於て，燐酸モノヱステラーゼEのアポ酵素と結合
し，ホロ酵素を生成ナる。カルノシジが遁剰に存在ナる場合には，さらにその1分子が結合
し，ホロ酵素を不活性化するO 
2) グロシル・グリシ"!/，グリシル・アスパラギン及びグリシJレ・チロジンもカルノシンと
同じ機作の下に補酵素作用及びホロ酵素抑制作用を示すO 
3) グりシシ，アスパラギンは一般アミノl授の揚合と同様，その2分子がアポ酵素と結合L 
'" ， 
、、
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てホロ酵素を生成するo'sアラエンにでも同様であるが，その補酵素能払 αアミノ酸に比し
て遥かに弱い。
との研究は，文部省より赤松教授に与えられた科学研究費にで，赤松教授指導の下に行われた。 
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